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Summary 
In the first chapter the literature is reviewed with regard lo the pathogenesis of 
endometriasis. The implantation or trmsplmtation theory, that suggests inrplail.1- 
ration and subsequent growth of retrogradely shed viable endometrial cells, slill 
remains the most widely accepted theory to explain the pathogenesis of en- 
dornetrissis. The second part gives an overview of the literature on cell adhesion 
molecules. in particular cadherins and hntegrins, the most impoflarzt cell ad- 
hesion molecules involved in cell-cell adhesion and in cell-extiacellu&w matrix 
interactions respectively. Special interest is given to the possible functional role 
of these cell adhesion molecules in the human eendornetritriurn. 
The ajm of the thesis is outlined in claapter 2. The first goal was lo better 
characterize retrograde menstruation. The second goall was to assess wlzich 
sub-classes of cadherins and inkgrins art: expressed in endometrial cells and 
other cells potentially involved in the pathogenesis of endoriletriosis. The third 
goal was to study fulanctior3ial cell adhesion in vitro. 
In chapter 3 the immunohistochemicd properties of epithelial cells in pcri- 
toneal fluid were examined and the staining characteristics were eompa-red with 
cells of endometrium, menstrual effluent, peritoneun~, and endonnetriotic 
lesions. All but one sample of menstrual effluent and peritoneal fluid cells 
stained positively with antibodies against vimentin, cytokeratin i 8 and 19. The 
monoclonal antibody BW495/36, that stains endometrial epithelium, but is 
absent in mesotheliurn, stained 14 of 16 rnensmal eftluent samples and 9 of 16 
peritoneal fluid cell samples. Endometriotic specjlrnens stained with dl markers. 
No major differences in staining properties were observed in menstrual effluent, 
endometrium and peritoneal fluid cells between patients with or wilhout en- 
domekriosis. These results support the conlle~zrion of transport of rnenstruall 
detritus to the peritoneal cavity in women with patent B'allopim tubes. 
In chapter 4 the expression of p l  integrins, including a2P1, ~ 3 b 1 ,  (x4p 1, 
a5p 1 md a6pll, and E-cadherin in cells from peritolreal fluid, endometrium, 
menstrual effluent, peritoneum md  endometr~otic lesions during the early fol- 
lsicular phase of the menstrual cycle was studied, using: lrnlnunohisrochernistry. 
All integrins tested could be detected in the endo~xelrium samples aa~d in 
endometriotic lesions. From the expression? of these cell adhesion molecules, il 
was concluded that these cell adhesion molecules could be inwolluled in the 
shedding of endometrial tissue during menstruation and the attachment of 
endometrial tissue ii-agrnerrts to the peritorreurru. 
In chapter 5 the expression of P-cadherin in human endometrium and en- 
dornetriosi (; was ~lurdied and compared with rhe expression of E-cadhenn, using 
imuncshistochen~istsy. P-cadherin was detected in epithelial cells in a13 err- 
dometrial samples and in all glmdular structures of endometriotic lesions. The 
staining cl~aracterislics for P-cadherin and E-cadherin were similar. It was 
suggesled lhat P-cadherim is functionally involved in the maintenance of the 
proliferative compartment oC endometrium and could have a cornpwable func- 
tion in endornetsiotic lesions. 
In chapter 6 eadherin and integrin expression was studied in biopsies of 
endometrium during well defined phases of the menstrual cycle, using im- 
lnunohistochemist~y in frozen sections. Simultaneously, blood samples were 
collected for e~tradid and progesterone assay. The expression of cell adhesion 
rnolecenles, including E- and P-cadherin and the integrins a2R 1, a3a 1, 1, 
a5pl and a6P1, and the expression of estrogen receptor and progesterone 
receptor was determined. E- and P-cadherin expression was detected in all 
samples and did not vary throughout the menstrual cycle. If their expression is 
funet~oa~ally involved in the cyclic menstrual shedding, the loss of expression is 
lirniled to a short period of lime. Of the pl  integrins, only a2P I expression was 
modulated during the menstrual cycle and found to be absent in the rnidluteal 
phase. No relation was found be~ween the expression of cell adhesion molecules 
and the expression of estrogen receptor and progesterone receptor. Since the 
cadherins and ]I integrins could be detected in lare luteal phase endometrium i t  
was sziggested that these cell adhesion molecules could be nnvolved in the 
attachment of endometrial fragments to the peritoneal lining as a result of 
retrograde menstruation. 
In chapter 7 an irz witro model was developped to study the interaction 
between endometrial cells and extracelllular matrix (ECM) and the expression of 
cell adhesion la~olecules in endometrial cells md tissue fragments under in vilro 
conditions was evaluated. Endometrial biopsies were collected and were either 
digested hising collagenase type 1, or dissected mechanically. Adhesion of 
isolated cells and tissue fragments to stripped anu1iolic membranes and to 
coverslips coated with ECM colxponents was studied. Also the steroid respon- 
sive endometrial carcinoma cell lines RL95-2 and AN3CA were used. The 
expression of Dl inregrins and cadherins was assessed using immunohisto- 
chemistry. Collagenase digestion of endometrial biopsies yieplded viable single 
cells. These cells did not adhere to either side of stripped amniotic membranes, 
and slid not show expression of the cell adhesion molecules. In contrast, 
rnechaniciilly fragmented endonnetn-ium smples adhered to both sides of 
stripped amniotic tnembranes and showed immunohistochernical expression af 
E- and P-cadherin and inltegbkns a2p1, cx3gl, a4P1, a5pl and a6bl. The 
carcinoma cell lines RL95-2 and AN3CA adhered rapidly to anmiodc mem- 
branes and to coverslips coated wiolr ECM components. 11 was concluded that 
amniotic membranes, after stripping of epithelial lining, are suitable to study 
interactions between endalne&id tissue and extracellular matrix in functional 
and structural studies. Endometrial cells after collagenase type 1 digestion are 
less suitable to study initial phases of adhesion due to loss of fu~~crional cell 
adhesion molecules. Carcinoma cell lines can sen-ve as an itr ~ ~ i r r - c s  nlodel for the 
study of adhesion behavior. 
In chapter 8 adhesion between endometrial tissue and peritoneum using intact 
amniotic membranes as an in vifr-o model was studied. Mecha~rically dissected 
tissue fragments from endametrial biopsies were euftured on eilher side of intact 
amniotic tnernbrmes. Also the carcinoma cell li~zes RL95-2 md AN3CA %ere 
used. Peritoneum and anmiolic membrane west: similar with respect to expres- 
sion of cytokeratins in epithelial lining and of extracellular matrix (ECM) 
components. The endometrial fragments did not adhere to the intact epithelial 
side of the arnniotic membrane. In contrast, adhesion did occur to the nrcrn- 
epithelial side of the amnion. The carcinoma cell lines RL95-2 and AN3CA 
adhered to either side of intact amniotic membranes. It was concluded that an 
intact epithelid lining prevents adhesion of endomeuial fragments to the ECM 
of amniotic membranes in virro. An intact epithelium could be an important 
defense mechanism rn preventing initial adhesion of retrogradely shed en- 
dometrium fragments to peritoneum. 
In chapter 9 an attempt is made to integrate the previous chapters with the 
existing literature and to outline some future perspectives. Future research 
should be focussed an interfering with the adhesion process, i.e. by speclfic 
inhibition of function of cell adhesion molecules at the prolein level using 
antibodies. Further research should be directed towards the role of an intact 
epithelium in preventing adhesion of endometrial fragments to the mesothelium. 

Samenvatting 
Endornetriose is het voorkomen van functioneel endoniei.siumacAîig weefsel op 
andere plaatsen dan de barnoederholios. 
In het eerste hoofdstuk vain dit proefschrift wordt een Iiteraluuroverticht 
gegeven van de pathogenese van endometriose. De implantatie of zrmsplculi- 
catietheorie blijlfh de meest geaccepteerde theorie om de pathogenese vaii endo- 
meiriose re verklaren. De Implantatietheorie behelst Iruiplmtarie en velvollgens 
groei van vitale endometrium cellen, die door retrograde menstruatie i11 de 
buikholte terechtkomen. Met tweede deel geeft een overzicht wm de literaiu~tr 
over celadliesiemoleculen, in hei bijzander de cdherines en de integrines. Deze 
celadhesiemoleculen zijn betrokken bij respectievelijk cel-celadhesie en bij 
cel-extracellulaire matrix-interacties. Er wondl speciale aaidacht geschonken 
aan de mogelijke functionele rol van deze celadhesiennoleculen in her Izumaie 
endometrium. 
De doelstelliingen w a n  het beschreven onderzoek waren drieledig. Hel eet-ske 
doel was het beter karakteriseren van retrograde menstruatie. Het tweede doel 
was hel bepalen van de sub-Massen van cadherînes en iritegrines die rol expres- 
sie komen in endornetriumcellen en andere cellen die n~ogelljk betrokken zijn 
bij de pathogenese van endornetriose. Het derde doel was het besludcren van 
functionele celadhesie in via-o. 
De immeinohisto~hemische eigenschappen van epitheliale cellen in pesito- 
neumvloeistof worden onderzocht en vergelekeri met die van cellen van het 
endometrium, v m  het rnenstruum, w a n  her peritoneum en vain endometrio- 
selaesies. Alle celmonsters van het n~enslruum en van de peritoneumvloeistof 
kleurden positief met antilichamen tegen vinientine en cytokeraiine 18 en O 9, op 
%dn na. Het monocloi~ale antilichaam BW495/36, dat endomeuiiuimepitheeP wel 
kleurt, maar cellen van het peritoneurn niet, kleurde 14 van de L6 celinonstcrs 
van het inenstsuurn en 9 van de 16 celmonsters van1 de perlloiieunivloeislol~. 
Cellen in endornenrioselaesies kleurde11 met alle merkstoffen. Er werden gcen 
grote verschillen waageilomen in de kleuringen van de cellen van hel 
rnenstmum, var1 het endometrium en wm de cellen 1n de peritoneumvloeistof 
van patiënten met en zonder endometriose. Deze bevindirigeza inaken aal-  
nenqelijk dat transport van cellen uit het tnenstruum naar de peritoneale holte 
optreedt bij vrouwen met open tubae. 
Met behulp van1 immunohistochemie wordt vervolgens de expressic vami 
p l -integriires, waaronder cx2p l ,  a3p l ,  a4P 1, a5P 1 en ~x6P l, ei1 E-cadherine 
onderzocht in cellen van periianeumvloeistof, endornetnmrn, menstauurn, peri- 
toneum en endometraieselaesie- gdureande de vroeg-folliculfbire fase van de 
menctmele cg/ lus. Alle integfines, die werden bestudeerd, werden -getoond in 
de celmonsters w a n  bet endomet~um en de esiidometnoseleasies. Op basis van 
dc exprewe van deze celadhesieirroleculm wordt geconcludeerd dat deze celad- 
hesiemoleculei1 betrokken kunflen zijn bij her loslaten van eiidomeriiumweefsel 
tijdens de menstruatie en de ahecht ing  van endomet~umfragmenten aan het 
peritoneum. 
De exprccsie van P-caidherine wordt onderzocht In humaan endomeuiurn en 
in endometriose&aesi<;s en deze wordr vergeleken met de expressie vm E-cad- 
herlne, P-cadherine werd angetroffen in de iepitheelcellen van alle endome- 
triurnmonsters en in alle glandulaire structuren van endomecsiaselaesies. De 
kleililringskarakteristieken van P-cadhcrine en E-cadherine wxen vergelijkbaar. 
Het is aannemelijk dat P-cadherine functioneel betrokken is bij de handhaving 
van het proliferarieve deel van het endometrium en dat het een vergeli~kbare rol 
heeft in endlometrie3seha;t~dcn. 
Voorts wordt de IrnmunohJstochemise3le expressie van cadheRnes en in- 
tegrines bestudeercl in endometriurnbiopten, die afgenomen zijn op goed gede- 
finieerde inurnenten van de mensrmele cyclus. Tegelijkertnjd werden 
bloedmonsters verzameld voor de bepaling vm ioestmdlol en progesteron. De 
expressie va11 celadhesiernoleculen, waaronder E- en P-cadherine en de in- 
tegrines a2P1, a3P&, (x4P k ,  a5p1 en aibpl, en de expressie van oestrogeen- er1 
progesleronseceplor werd bepaald. E- en P-cadherine werden gedetecteerd in 
alle monsters en varieerde niet tijdens de cyclus. Wmneer de expressie ervan 
functioiileel betrokken zou zijn b6 het cyclische afstoten van het endometrium. 
dan is het verlies van expressie beperkt tor een heel korte periode. Vam de 
Dl-integrines was slechts het a2pl  wisselend aanwezig gedurende de 
menstruele cyclus. Dit werd niet gevonden In de mid-juteale fase. Er werd geen 
relalie gevondeiai tussen de expressie van celadhesiemoleculen en de expressie 
van oesll*ogeenreceptas en progesteronreceptor. Omdat de cadherines en de 
p l -integrines konclen worden aat~getoond in endometrium uit de lmt-luteale 
fase, is het aíu~nerruelijk dat deze celadhesiemoleculm betroken kumen zijn bij 
de aanliccliting aan het peritoiueum van ei~dometriumfragmeiiden, die als gevolg 
van retrograde nnenstriuatie In de bunkholte aanwezig zijn. 
Verder wordt de ontwikkeling beschreven v a n  cen in virro model om de 
Iia~eractic tc bestuderen tussen endometriurncellen en extracellulaire matrix 
(ECM). Tevens wordt de expressie van celadhesiemoleciulen in endometrium- 
cellen er1 *eefsellftagmerirerze onder i r ~  vitro omstai1digheden bestudeerd. Endo- 
metriurnbiopren werden verzan-reld en werden ofwel gedigesteerd met 
collageirasc type I, ofwel mechanisch gert'ragment-eerd door middel van dissectie. 
Ai1%7iil4nvliiezei1 werden onsdam wan hun epitheellaag (gestript). Adhesie van 
losse cellen en van weefselfragmenten alin deze gestripte mmionvliezen en aan 
objectglaasjes gecoat met ECM componenten werd bestudeerd. Ook werden de 
steroidgevoelige cz+.rcinoomcellijrren FL95-2 en AN3CA gebruikt. De expressie 
van Dl-integriries en cadhennes werd beoordeeld met immlanohistwhemle. 
Ccrllagenasedigesziie w ~ m  endomezslumweefsel leverde vitde losse cellen op. 
Deze cellen vertoonden geen adhesie aml een van beide kanten van gestripte 
armionvliezen en vertoonden geen expressie van cel ad he si en rol ecu lei^. 
Mecharuiscl~ gefragmenteerde endomef~ummansters veaocmden daxentegen 
adhesie aan beide karuten van gestripre aminionvliezen en iminunohist.uchernis- 
che expressie van E- en P-cdherine en van de inregrines or2p1. ex3P 1,  & P I ,  
K5pl en aóP1. De ~cascinoomcel~ij~~en RL95-2 ei1 AN3CA verloonden snel 
adhesie aan armionvliezen en aan objectglaasjes met coating van ECM com- 
ponenten. Er wordt geconcludeerd dar anuzionvlleze~i na verwijdering van hun 
epitheellarig bruikbaar zijn om de interactie w a n  ei~dometriwi~rweefseY en extra- 
eelluIaire matrix zowel functioineel als structureel te bestiideren. Endometrïuiii- 
cellen zijn riia collagcnase type 1 digestie minder gescl~ikt orrrz de initiële fase van 
adhesie te bestuderen ten gevolge vzw verlies vm functionzele celadhesie- 
moleculen. Carcinioomcellijnm kunnen dienen als een in vin.6) model om cel- 
adhesiegedrag te onderzoeken. 
Teinslotte wordt adliesie van endomclri~iniu~eefse1I aan peritoneum bestu- 
deerd, gebmikrnnkend van Intacte al-rinianvlie~en als een in VEIJYI n-iodel, 
Mechanisch gedissecteerde weefselfragmenten vaua endon.pietri~ambiopte~1 zijn 
gekweekt op beide kanten van intacte amnionvliezen. Ook de cal-cirroomcellij- 
neni RL95-2 en AN3CA zijn gebruikt. Peritoneum en amnion waren vergelijk- 
baar wat betreft de expressie van cytokeratines in de epieheelbekleding en de 
extracellullake matrixcomponenten. De endometriumfragrriienten verioociden 
geen adhesie aan de intacte epitheliale kant van het aimionvlies, terwijl adhesie 
wel optrad aan de niet-epithelide kant. De cclrcinoiomcellijne RL95-2 en 
AN3CA vertoonden adhesie aan beide kanten van het amnionvlies. Er wordt 
geconcludeerd dat een iniacte epitheellaag adhesie voorkomt vain endometrium- 
fragmenten a m  de extracellulaire matrix van arnnionvliezen in vlfro. Een intacre 
epitheellaag kan een belangrijk afweermechanisme zijn in de prevenlie van 
adhesie van retrograad gemeinstrueerde endonrietriwmfragmendcn ~.xm hel peri- 
toneum. 
Tmkomstig onderzoek zou zich dienen te richten op het beïnvloeden van het 
adhesieproces, bijvoorbeeld door specifieke remrning van de fuirctie van celad- 
hesiemoleculen op eiwitniveau, g e b r u h ~ a k e n d  vain antiliclramen. Verder dient 
het gericht te worden op de rol van intact epitheel in het voorkomen van adhesie 
v m  endome~aiumfrag~nenden aan he(: peritoneum. 

